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KOMBINATION VON TRAPIDIL MIT SEROTONINANTAGONISTEN WIE CYPROHEPTADIN ODER 
PIZOTIFEN ZUR HEMMUNG DER ANGIOGENESE 



Die vorliegende Erfindung betrifft Arzneimittel enthaltend einen 
Serotoninantagonisten in Kombination mit Tradipil . 

Eine Vielzahl von Erkrankungen sind mit einer ubermassigen Angiogense 
verbunden, hierunter sind insbesondere Tumorerkrankungen, diabetische 
Retinopathie, Makuladegeneration, rheumatoide Arthritis, progressive 
Fibrodysplasie, Psoriasis und chronisches Hirnodem als Ausdruck einer 
gesteigerten GefaGpermeabilitat durch exzessive Kapilarneogenese zu nennen. 

Die vorliegende Erfindung stellt somit ein Arzneimittel bereit das zur Hemmung der 
Angiogense verwendet werden kann, insbesondere als antiangiogenetische 
Substanz in der Tumortherapie, zur Primartumarprophylaxe und zur Prophylaxe von 
Metastasen. Weiterhin kann das erfindungsgemaRe Arzneimittel bei diabetischer 
Retinopathie, Makuladegeneration, rheumatoider Arthritis, progressiver 
Fibrodysplasie, Psoriasis und chronischem Hirnodem als Ausdruck einer 
gesteigerten GefaBpermeabilitat durch exzessive Kapilarneogenese verwendet 
werden. 

Die Beeinflussung der GefaBwachstumsprozesse in Tumoren bzw. die Hemmung 
der GefaBaussprossung in rasch wachsenden Tumoren ist eine sehr 
erfolgversprechende Antitumorstrategie. In den letzten 10-15 Jahren wurden 
verschiedene Moglichkeiten einer experimentellen Hemmung der Angiogenese bzw. 
Kapillarneogenese entwickelt, urn uber diesen wichtigen Weg eine Vaskularisierung 
von Tumoren zu verhindern bzw. zu antagonisieren. Wesentliche Meilensteine auf 
diesem Gebiet war die Aufklarung der Mechanismen, die zur Tumorangiogenese 
fuhren. Es wurden die molekularbiologischen Grundlagen der Interaktion zwischen 
den Rezeptoren auf den vaskularen Endothelzellen und den Wachstumsfaktoren 
dargestellt, die als Chemokine von Tumorzellen abgegeben werden und 
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benachbarte Vaskularitaten erreichen. Erste Erfolge wurden mit Inhibitoren von 
Wachstumsfaktoren bzw. mit Rezeptorantagonisten fur diese Wachstumsfaktoren 
erzielt. Daneben wurde auch gezeigt, daB Thalidomid, ein zentral wirksames 
Sedativum, einen uberraschend starken antiangiogenetischen Effekt aufweist. 
Weiterhin wurden an Angiogenese-Modellen Substanzen identifiziert, die in der 
Lage 

sind, antiangiogenetische Effekte zu erzeugen (Udagawa T., Verheul HMW, 
D'Amato RJ: Thalidomide and Analogs, In: Antiangiogenic agents in Cancer 
Therapy. Ed.: B.A. Teicher, Humana Press Inc., 1999). 

In grundlegenden Untersuchungen zur pharmakologischen Beeinflussung der 
Kapillarangiogenese konnte erfindungsgemaB experimentell gezeigt werden, daB 
vasoaktive Substanzen, die vom Serotonin abgeleitet werden konnen, einen EinfluB 
auf die Kapillarneogenese haben. Es wurde gefunden, daB vor allem 5HT r 
Agonisten die Angiogenese steigern konnen, im Gegensatz dazu wurden 5HT r 
Antagonisten als potentielle Inhibitoren der Kapillarneogenese identifiziert. Bei 
weiterem Substanzscreening wurde uberraschenderweise gefunden, daB auch 
Cyproheptadin eine starke antiangiogenetische Wirkung entfaltet. Cyproheptadin 
(Peritol®) wird aufgrund seiner zentralen Wirkung als Appetitsstimulanz in der Klinik 
verwendet. Als Nebenwirkungen waren bisher im wesentlichen sedierende Effekte 
bekannt. Cyproheptadin hatte sich bereits in einem experimentellen letalen 
Sepsismodell am Endotoxin-behandelten Lauferschwein als wirksam erwiesen 
(Nowak G., Markwardt F.: Thromb Haemost 53: 252-254, 1985). Es war weiterhin 
gefunden worden, daB Cyproheptadin die Plattchenaggregation inhibiert und die 
durch simultane Thrombin- und Adrenalininfusion ausgeloste Plattchen- 
Potenzierungsreaktion mit nachfolgendem Mikro-white-clot-Syndrom verhindert 
(Nowak G., Glusa E.: Folea Haematol: 116. 831-839, 1989). 

Die antiangiogenetische Wirkung von Cyproheptadin kann uber die 
antiserotoninergen (5HT 2 ) und antiadrenergen Effekte dieser .Substanz 
zustandekommen. Serotonin kann die Effektivitat von 5HT r Antagonisten und 
Cyproheptadin auf die Angiogenesehemmung vermindern. 5HT r Antagonisten 
zusammen mit Cyproheptadin appiiziert, fuhren zu additiven Effekten auf die 
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Angiogenesehemmung. Zur Wirkungsanalyse wurde die GefaBentwicklung der 
Dottersackmernbran von befruchteten Hiihnereiern benutzt. Das Modell hat den 
Vorteil, daB die Entwicklung dieses primaren GefaBsystems der Huhnerembryonen 
Kapillaren erzeugt, die eine groBe Ahnlichkeit mit TumorgefaBen haben. Diese 
Kapillaren sind starker fenestriert und sind anatomisch den Tumorvaskularitaten 
ahnlich. 



In Screeninguntersuchungen identifizierten die Erfinder eine weitere Substanz, die 
ebenfalls eine antiangiogenetische Wirkung erzeugt und deren Wirksamkeit nicht 
uber die Serotonin-Schiene erklarbar ist. Es handelt sich dabei urn Trapidil, ein 
Arzneimittel zur Koronartherapie mit gefaBdilatierender Wirkung. Der eigentliche 
Wirkmechanismus des Trapidils auf die KoronargefaBe ist in den Einzelheiten noch 
nicht geklart. Uberraschender Weise wurde festgestellt, daB diese Substanz einen 

ebenfalls sehr starken Hemmechanismus auf die GefaBneubildung des 
DottersackgefaBsystems von Huhnerembryonen zeigt. Von besonderem Interesse 
ist, dass uberadditive synergistische Wirkungen zwischen Trapidil und 
Cyproheptadin im Experiment nachgewiesen werden konnen, bei denen die beiden 
Wirkungskomponenten einen sehr starken antiangiogenetischen Effekt erzeugen. In 
Tabelle 1 sind die uberadditiven Wirkungen bei der Substanzkombination 
Trapidil/Cyproheptadin belegt. Werden von beiden Substanzen die IC 25- 
Konzentrationen gemeinsam appliziert, ist ein uberadditiver Effekt von +36,6% zu 
messen. Ahnlich ist die optimale Kombination IC 25 Trapidil und IC 50 
Cyproheptadin zu bewerten, bei der + 26% Effektivitat nachweisbar waren. 
Aufgrund der steilen Dosis-Wirkungs-Beziehung im Bereich von 10" 7 - 1CT 8 mol/l 
kann geschluBfolgert werden, daB die Wirkung in ahnlichen Dosierungen erreicht 
werden kann wie sie jetzt bereits fur diese Substanzen in der klinischen Anwendung 
ublich sind. 
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Tabelle 1: Kombinierte Wirkung von Cyproheptadin und Trapidil 
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In den nachfolgenden Versuchsbeispielen wird diese antiangiogenetische Wirkung 
gezeigt. 

Beispiel 1 - Cyproheptadin: 

Bei 30 ex ovo bebruteten Huhnereiem werden jeweils auf zwei Bereiche des 
DottersackgefaBsystems 1,5 //I eines 3%igen Traganth-Gels, in dem Cyproheptadin 
in der zu untersuchenden Konzentration eingebracht wurde, appliziert. Bei weiterer 
Bebrutung in einem Sterilinkubator bei 37°C und 85% Luftfeuchtigkeit entwickeln 
sich die pre- bzw. postkapillaren GefaBstrukturen der Dottersackvaskularitaten, die 
9 h und 24 h post applicationem semiquantitativ bewertet werden. In den Bereichen 
der Substanzapplikation kommt es zu einer deutlichen Verminderung der 
Vaskularisierung. Bei sehr hohen Konzentrationen ist eine totale Verhinderung einer 
Angiogenese nachweisbar. Die maximale Wirkungsstarke betragt 76%. 24 h nach 
Applikation sind die Wirkungen in leicht abgeschwachter Form noch vorhanden 
(siehe Fig. 1). In Vorversuchen konnte gezeigt werden, daB die auf die Oberflache 
der Dottersackmembran aufgebrachten Substanzen langsam resorbiert werden, so 
daB die nacbgewiesene : antiangiogenetische . Wirkung. ^ jm. 
wesentlichen auf den Bereich der Applikationsstelle begrenzt bleibt. 



4 



WO 03/070249 PCT/EPO 3/0.1 694 

Beispiel 2- Trapidil: 

Die Applikation von Trapidil erfolgt analog der von Cyproheptadin. Ebenfalls nach 9 
h und 24 h werden die Applikationsstellen bewertet. Trapidil zeigt eine deutliche 
Dosisabhangigkeit der Angiogenesehemmung im Bereich von 10' 7 bis 10' 6 mol, d.h. 
es besitzt eine sehr steile Dosis-Wirkungskurve. Es wird eine maximale 
Angiogenesehemmung von 98% erreicht. Die 24 h-Werte sind im Vergleich zu den 
9h-Werten leicht verringert (siehe Fig. 2). 

Beispiel 3: 

Bei kombiniertem Auftrag von Cyproheptadin und Trapidil nach dem o. g. Procedere 
verstarkt sich die Effektivitat der Angiogenesehemmung im Vergleich zu den einzeln 
erzielten Wirkungen, d.h. es ist ein uberadditiver Wirkmechanismus vorhanden 
(siehe Fig. 3, Tab. 1). 

Aus diesen Untersuchungen wird somit deutlich, daB Serotoninantagonisten, 
besonders bevorzugt sind hierbei Serotoninantagonisten vom Typ 5HT^ bzw. 5HT 2 , 
eine spezifische antiangiogenetische Wirksamkeit haben. 

Serotoninantagonisten vom Typ 1A hemmen hochspezifisch die 
Kapillarangiogenese. 

Cyproheptadin, ein Pharmakon mit antiserotoninerger, antiadrenerger Wirkung, 
hemmt hochspezifisch die Dottersackangiogenese in nanomolaren Konzentrationen. 
Cyproheptadin stellt somit einen neuen Typ von Tumorhemmstoffen dar, der neben 
seinen spezifischen pharmakologischen Effekten auch die Kapillarneogenese 
hemmt und damit eine Retardierung bzw. Verhinderung des Tumorwachstums 
bewirken kann. 

Trapidil in Kombination mit Cyproheptadin, aber auch Trapidil allein, sind in der 
Lage, die Kapillarangiogenese in rasch wachsenden Kapillarstrecken vollstandig zu 
hemmen. Durch die gemeinsame Applikation von Cyproheptadin und Trapidil ist ein 
uberadditiver, synergistischer Effekt zu erreichen. Trapidil allein und in Kombination 
mit Cyproheptadin kann einen starken antiangiogenetischen Effekt erzeugen. 
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Die vorliegende Erfindung stellt somit neue Arzneimittel enthaltend einen 
Serotoninantagonisten in Kombination mit Trapidil zur Hemmung der Angiogenese, 
insbesondere in der Tumortherapie bereit. 

ErfindungsgemaB -verwendete Serotoninantagonisten sind z.B. Methysergid, 
Dihydroergotamin, Dihydroergocristin, Pizotifen, Oxetoron und Clozapin, sowie 
deren pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivate. Bevorzugt verwendete 5- 
HT-j -Serotoninantagonisten sind z.B. Zolmitriptan, Sumatriptan, Rizatriptan, 
Naratriptan, Buspiron, Cyanopindolol, GR 55562, Isamoltan, NAN-190, Pindolol, 
(S)- Pindolol, Pindobind, Methiothepin, Spiroxatrin, (S)-WAY100135, sowie deren 
pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivate. Bevorzugt verwendete 5HT2- 
Serotoninantagonisten sind z.B. Cinanserin, Cyproheptadin, N-Desmethylclozapin, 
Ketaserin, Metergolinphenylmethylester, Mianserin und Spiperon, sowie deren 
pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivat. Ganz besonders bevorzugt ist 
hierbei Cyproheptadin und Pizotifen. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die 
kbmbinierte Anwendung von einem Cyproheptadin und Trapidil, sowie eine 
Kombination von Pizotifen und Trapidil ganz besonders bevorzugt. 

Die erfindungsgemaB zu applizierenden Dosen des Serotoninantagonisten und 
Trapidil in Kombination gegeben sind abhangig von einer Vielzahl von Faktoren, 
wie der individual verwendeten Verbindung, dem Gewicht, Geschlecht und Alter 
des zu behandelnden Patienten, der Schwere und Dauer der Erkrankung, dem 
Allgemeinzustand und der Begleiterkrankungen des Patienten, sowie eventueller 
Begleitmedikation. 

Vorzugsweise liegt die orale Dosierung fur den Serotoninantagonisten hierbei 
zwischen 0,2 mg/kg und 0,5 mg/kg Korpergewicht pro Tag. Fur Trapidil liegt die 
orale Dosierung vorzugsweise zwischen 5 mg/kg und 9 mg/kg Korpergewicht pro 
Tag, bei einer Permanentinfusion bei 2-3 mg/kg/d. In Kombination liegt die 
Dosierung fur den Serotoninantagonisten hierbei zwischen 0,1 mg/kg und 0,25 
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mg/kg Korpergewicht pro Tag. Fur Trapidil liegt die Dosierung vorzugsweise 
zwischen 3 mg/kg und 6 mg/kg Korpergewicht pro Tag. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Kombinationen von Serotoninantagonisten mit 
Trapidil (ggf. in Kombination) konnen in dem Fachmann an sich bekannter Weise zu 
Arzneimittel zur systemischen Applikation (oral Oder parenteral) Oder lokalen 
Applikation wie z.B. Tabletten, Pillen, Kapsel, Granulaten, oralen Liquida, 
Infusionen, Injektionen, Suppositorien, Transdermalen Therapeutischen Systemen 
oder Aerosolen formuliert werden. Hierzu konnen ggf. Hilfsstoffe wie z.B. 
Tragerstoffe, teste Oder flussige Verdunnungsmittel, Bindemittel, Sprengmittel, 
Geschmackskorrigentien und dergleichen verwendet werden. 

Hierbei ist zu beachten, daB eine Kombination von einem Serotoninantagonisten mit 
Trapidil erfindungsgemaB so verstanden wird, daB sie entweder zusammen in einer 

ublichen pharmazeutischen Formulierung (siehe oben) formuliert werden und somit 
gleichzeitig appliziert werden. 

Es ist aber auch moglich, die jeweiligen Verbindungen in getrennten 
Formulierungen zu applizieren, und somit einen unterschiedlichen Applikationsweg 
(z.B. oral und parenteral) oder eine zeitversetzte Applikation zu ermoglichen. 
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1. Arzneimittel enthaltend einen Serotoninantagonisten in Kombination mit 
Trapidil als Dosierungseinheit Oder zur sequenziellen Verabreichung. 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, wobei die Serotoninantagonisten 5HT-|- 
Antagonisten und/oder 5HT2-Antagonisten sind. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die Serotoninantagonisten 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Methysergid, 
Dihydroergotamin, Dihdroergocristin, Pizotifen, Oxetoron, Zolmitriptan, 
Sumatriptan, Rizatriptan, Naratriptan Buspiron, Cyanopindolol, GR 55562, 
Isamoltan, NAN-1 90, Pindolol, (S)-Pindolol, Pindobind, Methiothepin, 
Spiroxatrin, (S)-WAY1 001 35, Cinanserin, Cyproheptadin, N- 
Desmethylclozapin, Ketaserin, Metergolinphenylmethylester, Mianserin und 
Spiperon, sowie deren pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivate. 

4. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei Cyproheptadin oder 
Pizotifen in Kombination mit Trapidil verwendet wird. 

5. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Hemmung der 
Angiogense. 

6. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 als antiangionetische 
Substanz in derTumortherapie. 

7. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Primartumorprophylaxe. 

8. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Prophylaxe von 
Metastasen. 

9. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Prophylaxe oder Therapie 
von diabetischer Retinopathie, Makuladegeneration, rheumatoider Arthritis, 
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progressiver Fibrodysplasie, Psoriasis und chronischem Hirnodem als 
Ausdruck einer gesteigerten GefaBpermeabilitat durch exzessive 
Kapilarneogenese . 
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Fig. 1: Hemmung der Angiogenese durch Cyproheptadin 
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Fig. 2: Hemmung der Angiogenese durch Trapidil 
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Kombinierte Wirkung von Cyproheptadin und Trapidil 9 h 
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Fig. 3: Hemmung der Angiogenese durch kombinierte Gabe von 
Cyproheptadin und Trapidil 
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